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P糖蛋白は悪性腫瘍 に 対する化学療法の 後 に 発現 し得 る分子量約 1 70kilodato n(k D)の 険糖蛋白 で , A T P依存性 に 抗癌
剤を細胞外 へ 排 出する こ と に よ り多剤耐性 に 関与す ると され て い る . P糖蛋白 ほ副腎や 乳 肝な どの 正常阻織 に も認め られ る
一 方, 脳や 畢丸 の 毛細 血管 に も特異的に み られ る こ と か ら, 関 門機能と の 関連が 示 唆 され て い る ･ 本研 究に お い て は t ウ シ 脳
よ り精製 した 毛細血管内皮細胞の 初代単層培養系を用い て , P糖蛋白に 特異的に 反応す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗 体 C 219 およ び
M R E 16 に より生化学臥 免疫覿織化学的に P 糖蛋白の 発現を検索 した . さ ら に , P糖蛋白の 作用 を阻害す る種 々 の 薬剤を 用
い て , 培養 内皮細胞 へ の ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み を薬物動態学的に 検討 した ･ ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グで ほ , ウ シ 脳よ り
精製 した 毛細 血管内皮細胞に お い て , 分子量約 1 30k Dの P糖蛋白が検出 され た ･ 免疫覿織化学的 に は ▲ ウ シ 脳毛細血管内皮細
胞 , お よび 初代培養脳毛細血管内皮細胞 に 特異的に P糖蛋白の 発現が認め られ , 免疫電顕的に は , 内腔側の 細胞膜 に局在 して
い た . 初代単層培養系 を用い た薬物動態実験 で ほ , M R K1 6に よ り ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み は有意 に 増加 した ･ 同様に , カル
シ ウ ム 抵抗剤(ベ ラ バ ミ ル), お よび ス テ ロ イ ドホ ル モ ン (プ ロ ゲ ス テ ロ ソ , テ ス トス テ ロ ソ) に よ っ て も有意 の 増加が み られ
た . 一 方 , 代謝阻害剤(ア ジ化 ナ ト リ ウ ム , ジ ニ ト ロ フ ェ ノ
ー ル)で ほ ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込 み は増加 した が , ブ ド ウ糖添加
に よ り A T P産生を賦活化す ると取 り込み は 減少 した . 以上 の 結 果よ り , P糖蛋白 ほ脳 毛細血管内皮細胞 に お い て 薬剤を血管
内腱側 へ 能動的に汲み出す作用 が あり , 血 液脳関門の 機能 の 一 端を 担 っ て い る こ と が示 唆 され た ･ ま た , カ ル シ ウ ム 括抗剤な
どに よ り薬剤 の 取 り込 みが 増加する こ とか ら , 悪性脳腫瘍匿 おけ る化学療法 へ の 応用 が期待 され る ･
K ey w o rds P糖蛋白 , 化学療法 , 血液脳関門 , 多剤耐性 , 脳毛細血管内皮細胞
悪性脳腫瘍に 対 して 化学療法を行 う場合 , 最大の 問題 は血 液
脳 開門に よ り薬剤の 腫瘍組織内移行が制限 され る こ と に ある .
血 液脳関門ほ古くか ら知 られ た 概念で あるが , 1 960年代よ り脳
毛細血管内皮細胞そ の もの の 関門機構が重視 され て きた
-)2)
. す
なわ ち , 脳毛細血 管内皮細胞 は胞体が非常 に 薄い に もか か わ ら
ず 有窓 (fe n e str atio n) 形 成が み ら れ ず , 飲 み 込 み 小胞
(pin o cyto sis) が き わ め て 少 な い 上 , 互 い に 密 着 帯 (tight
ju n ctio n) で 接合 して い る封 . した が っ て , 血 液脳関門を通過 で
きる の は 】 ブ ドウ糖や ア ミ ノ 酸な ど何 らか の 輸送担体が関与す
るもの , お よ び 目 脂溶性 の 高い もの な ど に 制限 さ れ る
4)
. しか
し, ビ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ン な どは ぃ 脂溶性 が高 い
に もかか わ らず , 血 液脳関門の 透過性 はきわ め て 悪い
5)
.
1 970年代後半 よ り これ らの 薬剤に よ り治療 した 後, 多剤耐性
を獲得 した 悪性腫瘍の 細胞膜 に お い て , P糖蛋白 とい う分子量
約 170 kilodato n(k D)の 糖蛋白が多量に 発現 して い る事実が報
告 され た6 卜8). そ の 後 の 研究 で P糖蛋白に は , 腫瘍細胞内に 取 り
込 まれ た 薬剤 を A T P依存性 に 細胞外 へ 汲み 出す作用があ る こ
と が明 らか に さ れ たg卜11). p糖蛋白ほ ∴副腎, 腎, 肝等の 正 常組
織12)1 3)の み ならず ト 脳や畢丸な どの 毛細血 管内皮細胞 にも発現
が認め られ るH) こ とよ り , 関門機構 と の 関連が示唆 さ れ て い
る . しか し , P糖蛋白と 血 液脳関門との 関連に つ い て ほ未だ不
明 な点 が多く , 検討の 余地がある . た と えば , P糖蛋白の阻害
作用を持 っ て い る と され る カ ル シ ウ ム 括抗剤
15)等 に よ り抗癌剤
の 血液脳関門透過性が高 まれ ば , 悪性脳腫瘍 の 化学療法に新し
い 方向性 を見 い 出せ る可 能性がある .
そ こ で , 本研究 に お い て は , Audu s らに よ っ て 開発されたウ
シ 脳 よ り精製 した毛細血管内皮細胞の 初代培養法
16)17)
を 血液脳
関門の モ デ ル と して , P糖蛋白 の 発現及び , 薬剤 の 移行に対す
る阻害作用 に つ い て検 討 した .
材料 お よび 方法
Ⅰ . ウ シ脳毛細血管内皮細胞 の精製
Audu s ら の 方法16)17) に 従 い , ウ シ 脳の 灰 白質 よ り , 毛細血管
内皮細胞を 分離 , 精製 した . 新 鮮な ウ シ 脳 よ り表面の 髄膜と血
管を除去 した後 , 大脳皮質 を 1 ～ 2m m 大 に 細 切 し , 0.5%の
デ ィ ス パ ー ゼ 入 り の イ ー グ ル の 最 少 必 須 培地 (minim u m
es s ential m ediu m , M E M;Sigm a, St. Louis, U S A) 中で 3時間
振返 した . 遠心 後 , 13%デ キ ス ト ラ ン 溶液中で遠心 を重ね胸毛
細血管の 粗分画を分離 し, 1 mg/ml の コ ラ ー ゲ ナ ー ゼ/ディ ス
パ ー ゼ を 溶解 した M E M に加え, 37 ℃に て4.5時間振資し内皮
A b bre viation s: A B C, a Vidin-biotin per oxidas e c o mple x; B C E C, brain c apillary endothelial c e11s; C/M ratio･
c ell/m ediu m ratio; D N P, 2ヰdinitrophen ol;k D, kilodalto n; M E M, minim u m e se ntial m ediu m ; NaN3, SOdiu m
azide; P A G E, pOlya crylamide gelelectr ophoresis; P- G P, PP-glycoprotein; SD S, S Odiu m dode cyl s ulfat占; VCR･
Vincristin e; V P M, V e rapami 1
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細胞の粗分画を得 た ･ 沈瞳を50%
パ ー コ ー ル ダ ラ デ ベ ニ ン ト上
に加え遠心 し , 2層 目 の バ ン ドを取 り 出 し, さ らに 遠心 して ,
沈漆を収集した ･
並 . モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体
P糖蛋白に 対す る モ ノ ク ロ
ー ナ ル 抗体 と して ほ , P糖蛋白の
膜内側の エ ビ ト プを 認識する C 219
1B)(Ce nto c orDiagn o stics,
Pe nnysylv e nia , U S A)お よ び , 膜外側 の エ ピ ト
ー プ を認識する
M R K16
柑)(東京大学応用微生物研究所 , 鶴尾隆教授 よ り供与)
を用い た .
Ⅲ . ウエ スタ ン ブ ロ ッ テ ィ ング
ウ シ 脳よ り梼製 した 毛細血管内皮細胞の 細胞膜 を用 い て ウ ェ
ス タ ソ ブ ロ ッ テ ィ ソ グを 行 っ た .
1 . 細胞膜の精製
Naito らの 方法11)に よ り細胞膜 を精製 した . 細胞 を 10m M
NaCl,1.5m M MgCl2, 0.02m M phe nylm ethyls ulfo nylflu o rideを
含む10m M トリ ス 塩酸(Tris-H Cl) 緩衝液(pH 7.4) 中で 挽拝
し, ホ モ ジナ イ ズ した . 遠心 後 , 上 帝を35% シ ョ 糖液上 に 重層
し遠心 した . 境界面の 膜画分 を 250mM シ ョ 糖入 りの 10m M ト
リス 塩酸(Tris- H Cl) 緩衝液中で 撹絆 し , さ らに 遠心 し沈液を得
た.
2 . ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ
ドデ シ ル 硫酸ナ トリ ウ ム (sodiu mdodecylsulfate, S D S) 電気
泳動は 1 La e m mli法20)に 従い7.5% ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル を
用い て 行い , 分離 され た蛋白質を ク リ ア プ ロ ッ ト P膜(A T T O,
東京)に 転写 した . こ の ク リ ア プ ロ ッ ト P膜 を ブ ロ ッ キ ン グ用
の緩衝液に 1晩浸透 し, 1 次抗体 と して C219(1 00□g/mi)を 3
時間反応させた 後, a Vidin-biotin per o xida se c o mple x(A B C) 法
に て 抗原を 検出 した . 陰性 コ ン ト ロ ー ル と して ヒ ト骨髄性白血
病由来の 細胞株で ある K 562, 陽性 コ ン ト ロ ー ル と し て そ の ア
ドリア マ イ シ ン 耐性株 で ある K 562/A D M(い ずれ も東京大学応
用微生物研究所 , 鶴尾隆教授よ り供与) を用 い た .
Ⅳ . 免疫組織化学的検索
1. ウ シ 脳 阻織
1) 光学顕微鏡
新鮮なウ シ 脳の 灰 白質 を 4% パ ラ ホ ル ム ア ル デ ヒ ドに よ り 6
時間固定した後, 10% , 15% , 20% シ ョ 糖液 に 4時間ず つ 浸透
させた･ これ を O C Tc o mpound(M ile s, Elkhart, U S A)を 用
いて 凍結包喫 し , ク ラ イ オ ス タ ッ ト (M ile s Labor atories,
Napelville, U S A) で厚 さ 6FL m の 凍結切片を作製 した . 0.3%
過酸化水素入 りの メ タ ノ ー ル に て 内因性 ペ ル オキ シ ダ ー ゼ を 阻
止し, ウ マ 正常血清 に て 非特異的反応を阻止 した 軋 1次抗体
として , C 219(5iLg/ml) を 4 ℃で 1 晩反応 さ せ , A B C｡1ite
kit21)(Ve ctor, Bu rlinga m e, U S A)に よ り抗原を検出 した . 1次
抗体を マ ウ ス 正常免疫 グ ロ プ リ ン (D A K O P A T T S, Glo strup ,
Den m ark)に 置換 した もの を陰性 コ ン ト ロ ー ル と した .
2) 電子顕徴鏡
光顕と同様に A B C法 を行 っ た 軋 1% グル タ ー ル ア ル デ ヒ
ドで20分臥 後国定 し , 不完全 グ ラ ハ ム ーカ ル ノ フ ス キ ー 液に
30分間, 完全 グラ ハ ム ー カ ル ノ フ ス キ ー 液 に1 5分間浸 し, 2%
四酸化オス ミ ウ ム を 1 時間反応 させ た . ア ル コ ー ル 系列に て 脱
水した後, エ ボ ン 樹 脚 こ包唖 し, 無染色 で H-600塾電子顕微鏡
(日払 東京) に よ り観察 した .
2 ･ 初代培養 ウ シ 脳毛細血管内皮細胞
1) 光学巌徴鏡
組織培養 用 の チ ェ ン バ ー ス ラ イ ド (Lab-Tek; Nu n c,
Naper vi1e, U S A) を ラ ッ ト テ ･ - ル コ ラ ー ゲ ン タ イ プ Ⅰ
(Bo ehringerMa n nheirn, M a n nheim , Ger m a ny) と ヒ ト フ ァ イ
ブ ロ ネ ク チ ン (Bo ehringerMa n nheim) で コ H 卜 し乾煉 さ せ た
後 , そ の 上 に ウ シ脳 よ り精製 した 毛細 血管内皮細胞 を まき ,
M EM 中で11日 間培養 した . 培養液を洗浄後 , 4 % パ ラ ホ ル ム
ア ル デ ヒ ドで30分間固定 し, 0. 05%サ ポ ニ ン 液 に1 0分間浸 し
た ･ 1 次抗体と して M R K1 6(10Jlg/ml)お よ び C 219(5jL g/
ml) を用 い , 2次抗体と して P O D標識抗 マ ウ ス Ig, Fab フ ラ
グ メ ソ ト(Bo ehringerM an nheim)を 用 い た酵素抗体間接法 , お
よ び A B C法を行 っ た .
2) 電子顕徽鏡
1次抗体と して M RK16(10FL g/ml)を 用 い , A B C法を 行 っ




P糖蛋白に よ り輸送 され る薬剤 と して [3H] ビ ン ク リ ス チ ン
(6･O Ci/m m ol, Am ersha m Inter n atio n al, Bu ckingha m shire,
U K)を 用 い た ･ 対照 と して [14C] シ ョ 糖(4.6m Ci/m m ol, Ne w
Engla nd Nu clea r, Bo sto n, U S A)を 用 い た . P糖蛋白を阻害す
る薬剤 と して は M R K 16, ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル , ア ジ化 ナ ト リ
ウ ム , ベ ラ バ ミ ル , お よ び 7種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン ( 和光純
薬, 大 阪)を用い た .
Ⅵ ･ 培養脳毛細血管内皮細胞にお け る ビン ク リ ス チ ン の取 り
込 み 実験
1 . 取 り込み の 経時的変化
取 り込み実験は Ter a saki らの 方法22)に 準 じて 行 っ た . ウ ソ
毛細血 管内皮細胞を培養 した 直径1 9m m の デ ィ ッ シ ュ に 0.5/J
Ci の [
3
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Fig. 1. W ester nblot a n alysis of the c e11m e mbr a n efr a c 二io n
Of is olated bo vine br ain c apillary e ndothelial c ells(B C 丘C)
(1a･n el), K 562 cells(1a n e2, negativ e c o ntr ol), a nd K562/
A D Mc eus (1a n e3, pO Sitiv e c o ntrol). T he pr otein s w er e
fra ctio n ated by S D S-P A G E in 7.5 %polya cryla mide gel, and
W er etra n Sferr ed o nto a she et of nylon m e mbr an e, W hich
W aS Stain ed with a ntトP-glyc opr otein m on oclon al antibody
C 21 9using the A B Cm ethod. T he m olec ular w eight
m arkersin kilodalto n(k D)ar eindic ated o ntheleft. T he
170 k D band of K 562/A D Mc e11s(△)a ndthe1 30 k D ba,nd
Of bovin eB C E C(▲)a reindic ated.
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照)の た め に 0.1〟Ciの [
14C] シ ョ 糖が 入 っ た 実 験用 緩衝液
(141m M NaCl, 6.4m M K Cl, 2.8m M CaC12 . 1 m M MgS O4 ,
10m M H E P E S, 1 0m M ブ ドウ糖 , 0.1%ウ マ 血 清ア ル ブ ミ ン ;
pH 7.4)を 25 0〟1加えた . そ の 5 , 10, 30, 60, 90分後に 氷冷
した実験用緩衝液を加えて 反応 を停止 し吸引除去後 , さ らに 同
様の 操作を 2 回線 り返 して 洗浄 し, 1 N水酸化 ナ ト リ ウ ム 水溶
液を加 えて 細胞を 可 溶化 した . 5 N塩酸に て 中和 し ク リ ア ゾル
Ⅰ(半井, 京都)を加え た後 , 液体シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー
L S C-1 000塑(ア ロ カ , 東京)で 細胞内の ビ ン ク リ ス チ ン 量を測
定 した . 培養 した 脳毛細血管内皮紳胞 の タ ン パ ク 量 は Lo w ry
ら の 方法23)に よ り測定 した .
2 . 薬剤に よ る ピ ン ク リ ス チ ソ 取 り込み の 阻害
あらか じめ , P糖蛋白を阻害す る薬剤(Ⅴ参照)を加え30分間
培養 した . そ の 後 , 上 述の 方法 に 従い , 細胞 内の ピ ン ク リ ス チ
ソ 濃度を 測定 した .
Fig. 2. Im mu n ohisto che mic al staining of P
-glyc oprotein
(P-G P)in the bo vin egray m atter u sing the C 219a ntibody･
P-G P w asdete cted o n the lu min al side of the br ain
c apilla ry e ndothelialc ells(A). (B)is n egativ e c o ntr olu sing
m o u s e n or m alse ru m. Magnific atio n, ×560.
Fig .3. Im m u n o ele ctro n mic r os c op yof P-G P in the bovine
gr ay m atter using the C219 antibody. P-G Pw as loc alized
O nthe lumin al side of the e ndothelial c ells (arro whe ads).
N, n u Cle u s; P, PerlCyte . M agnific atio n, ×10,500.
Fig.5. Im m u n o ele ctro n mic ro sc op y of P-G P inthe prim ary-
c ultu red bo vin e B C E C. PLG P w aslo c alized o n the
lumin al side of the m e mbra n e(arr o whe ads). Magnificati-
O n, ×25,000.
Fig. 4. Im m u n ohistochemicalstaining of P
- G P in the prim ary-C ultu r ed bo vin e B C E C･ P- G Pstain ed u sing the M R K18 antibody
w a sdistributed diffu s ely in the cytopla s m(A), While the pr ot ビin w a s st乱in ed as gr a n ule sin the cytoplasm u sing the C219
a ntibody(B). (C)is n egativ e c ontr ol u sing m o u s e n or m alse r u m. M agnific atio n, ×560.
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Ⅶ. 培養脳毛細血管内皮細胞に お け る ビ ン ク リス チ ン の汲み
出し実験
代謝阻害剤である ジ ニ ト ロ フ ェ ノ
ー ル を 1 mM 含む 実験用
緩衝液に [
3
H] ビ ン ク リ ス チ ン を加 え , ブ ドウ糖無添加また は
添加の 状態で 5 , 15, 弧 60, 65, 75, 90分後 に 反応を停止 さ
せ, 細胞内に 取 り込 まれ た ビ ン ク リ ス チ ン 量 を測定 した ･ さ ら
に ブドウ糖無添加の も の に , S ko v sga ard の 方法
24)に 従い , 60分
後に10mM ブ ドウ糖を 加え培養を続行 して , 吼 75, 90分後 の
細胞内の ピ ン ク リ ス テ ン 量 を 測定 した ･ ま た , 60分後 に
10glM ブドウ糖と共 に 200/上M の ベ ラ バ ミ ル を加 え , そ の 効果
を検討した .
Ⅶ . 細胞内ビン ク リ スチ ン分布容積の計算
測定値よ り , 細胞外薬液濃度 に 対す る細胞内薬物量 の 比
(ce11/m ediu m上L C/M 比)を求めた . すな わ ち , 測定 した細胞
内[
3H] ビン ク リ ス チ ン お よび [
川C] シ ョ 糖の 億を タ ン パ ク 1
mg あた りに 換算 し, 加え た薬液濃度で割り C/M 比 (〃l/m g
protein)を算出 した . シ ョ 糖は脳毛細血管内皮細胞 を透過 しな
い ことか ら, シ ョ 糖の 値は細胞外 の 付着水の 値と して見か けの
C/M 比か ら差 し引い て 真 の ビ ン ク リ ス チ ン の C/M 比を 計算
L た.
Ⅸ . 統計学的検討
ピン ク リ ス チ ソ 取 り込 み の 時間経過と汲み出 し実験 に お い て
は C/M 比 を 平均値 士 標準 誤差 (m e a n土S.E.M .) Jll/m g
protein で 表 した . また , ビ ン ク リ ス チ ン 取 り込 み の 阻害実験
は, 対照群 の C/M 此 を1 0 0% と し , 平 均 値 ± 標準誤 差
(m e an±S.E.M .) %で 表 した . さ らに , 各測定値 の 比較検定 に
は, Stude nt の t検定を 用い , 危険率 p<0. 05の 場合 に 有意差
ありと した .
成 績
Ⅰ. ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
陽性コ ン ト ロ ー ル の K 562/A D M では, 分子 量約 170k Dの 位
置にP糖蛋白の 強い バ ン ドが 認め られ た の に 対 し , 精製 した ウ
シ脳毛細血管内皮細胞 で は , 分子 量約 1 30k Dの 位置 に 弱 い バ
ン ドが認め られた ( 図 1).
Ⅱ . 免疫組織化学









































0 ユ0 40 `0 80 100
Tim 亡(min)
Fig･6･ Tim e c o ur se of[3H] vin cristin e(VCR)uptake (ロ ー
ロ)into the prim ary-C ultu red bo vin e B C E C. The VCR
uptake is indicated as c eH/m ediu m (C/M) r atio as
described inMethods. n = 4.
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ウ シ 脳組織 に お い て は l. 毛細血管内皮細胞 の こ と に 内腱側の
細胞膜が抗P糖蛋白モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 C219に よ り強く染色
され た (図2).
2) 電子顕微鏡
P糖蛋白の 発現は t ウ シ 脳毛細血管内皮細胞の 内陸側 の 細胞
膜 に 局在 して い た ( 図3).
2 . 培養ウ シ 脳毛細血管内皮細胞
1) 光学顕微鏡
培養ウ シ 脳毛細 血管内皮細胞ほ抗 P糖蛋白 モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 M R K 16に 対 Lて 陽性 , C 219に 対 して は 弱陽性を示 した . P
糖蛋白は , M R K16で ほ紡錘形の 細胞質全体に 均 一 に 分布 して
い るの に 対 し(図4 A), C219 で は顆粒状 に 分布 して い た (図
4B).
2) 電子顕微鏡



























Fig･ 7 ･ E ffe ct of the M R K 16a ntibody o n the uptake of
[3H] V C R into the prim ary-C ultu red bovin e B C E C. T he
C elIs w e repr ein c ubated in t he pr esen c e of lO〟g/mlofthe
M R K 16a ntibody for30min ute s a nd the nin c ubated with
[3H] V C R for 60 min ute s. T he uptake isindic ated asthe












Fig. 8. E王fe ct of m etabolicinhibitor s o nthe uptake of[3H]
V C R into the prim ary-C ultu red bo vin e B C E C. A fte r
pr ein c ubatio nin the pre s e n c e of lOm M of sodiu m azide
(NaN3) orl m M of 2,4-dinitr ophe n ol(D N P)for30min ute s,
the c ells w erein c ubated with[3H] V C R for60min ute s.
T he uptake is indic ated a sthe per c e ntage of the c o ntrol
(100 %). n = 4, *p<0.05.
360 偽
る ウ シ 脳毛細 血管内皮細胞 の 表面側 , すなわ ち , 血管 内陸側 の
細胞膜 に P糖蛋白の 発現が認 め られ た (図5).
m . 培養 ウ シ脳毛細血管内皮細胞 におけ る ビ ン ク リ ス チ ン の
取 り込 み
1 . 経時変化
培養脳毛細 血管内皮細胞 に おけ る ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み
ほ経時的に 上 昇す るが , 60分後 に は ほ ぼ平衡状態 に 達 した (図
6).
2 . P糖蛋白 の 阻害効果
1) モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 : M R K1 6
P 糖蛋白の モ ノ ク ロ ･ - ナ ル 抗体で ある M R K16を 1 0〃g/ml
の 濃度で作用さ せ た場合 ∴細胞内 ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 は対照群
を100% とする と156.5 ±7.6% と有意に増加 して い た (図7).
2) 代諜阻害剤
ア ジ化 ナ ト リ ウ ム (10m M)を作用 させ た 場合 , 細胞内 ビ ン ク
リ ス チ ン 濃度 は145.0±12.4% , ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (1m M) で
は1 51. 0 土5.5%と , い ずれ も対照群と比較 して 有意 に 増加 して
い た (図8).
3) カ ル シ ウ ム 抵抗剤 : ベ ラ バ ミ ル
ベ ラ バ ミ ル を 作用 させ た場合 , 5/∠M で は細胞内 ビ ン ク リ ス
チ ン 濃度 は124.1 ±15.4%, 50/上 M で は13 7. 2 ±19･6% , 5 00
〃M で は154.0 ±21.5% と , 対照 群と比較 して , い ずれの 濃度
に お い ても有意に増加 して い た . ベ ラ バ ミ ル 濃度が 上 が るに つ
れ増加する慣向にあ っ たが , 各濃度間で の 有意差 は認 め られ な
か っ た (図 9),
5) ス テ ロ イ ドホ ル モ ソ に よ る効果
各種 ス テ ロ イ ドホ ル モ ン に よ る効果を各薬剤 とも 100/` M の
濃度 で検討 した ( 図10). 細胞 内ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 は , 対照群
と比較す る と , ハ イ ド ロ コ ー チ ゾ ソ で は88.7 ±3.8% , プ レ ド
ニ ゾ ロ ン で は1 02.0土9.1タ` , ベ タ メ サ ゾ ン で ほ86.4 土3. 5% ,
デキ サ メ サ ゾ ン で は84.6 ±4.1% , β - エ ス ト ラ ジ オ ー ル で は
104.2 士15.4% , プ ロ ゲ ス テ ロ ン では238. 4 土1 9- 5%, テ ス ヤス

































Fig.9. Effe ct of ver apa milo nthe uptake of[
3H]V C R into
the prim ary
-C uttur ed bovin e B C E C･ The c ells w er e
preinc ubated in the pr es e n ce･ Of5JJ M･ 50FL M･ Or500〟 M
｡f ver apami l fo,30min utes, a ndthe ni占c ubated with[
3
H]
V C R for 60 min utes. T he uptake is indic ated as the
per c e ntage of the c o ntrol(100 %)･ n = 4, *p< 0･ 5･
ソ お よび テ ス ト ス テ ロ ン で は , 有意 に細胞内の ビ ン ク リス チン
濃度が 増加 して い た が , 他の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン で は , 対照帝
と同程度 で あ っ た .
3 . 汲み 出 し実験
ジ ニ ト ロ フ ェ ノ ー ル (1m M) を加 えた ブ ドウ糖無添加群でほ
90分ま で ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度が 上 昇 した ･ しか し, ブ ドウ糖添
加群 で は6 0分値で1 08.7 土9･3FLl/m g pr otein と ブ ドウ糖無添加
群158.3 土3.3FLl/mg protein に 比 べ31. 4% 減少して い た . ブド
ウ糖無添加群の 60分後に ブ ド ウ糖を加 え る と , 速やか に ブドウ
糖を 加 えた 群 の 曲線付近 まで 減少 した が , 同時 に ベ ラ バ ミルを
加える と ほ ぼ横 ば い とな り , ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み の低下










































































































Fig.1 0･ Effe ct of v ario u s ster oid hor m o n e s o nthe uptake
of[
3H] V C R into the prim ary-C ultur ed bovin eB C E C･ The
c ells w er epr ein c ubated in the pr es e n c e of lOO〃M ofeach
ster oid hor m o n efor 30 min utes, a nd the n inc ubated
with [3H] V C R for60 minute s. T he uptake is indicated



























0 10 40 0` 80 1 00
Fig･11･ Efect of glu c
o s e a nd v竺r apami lo n[
3H]V C Refnux
fro mthe prim a ry- C ultu red bov ln eB C E C
t T he c ells Were
in c ubated in the abs e n c e(ロ
ー ロ) orin the pr eSe nC e
OL
l Om M glu c o s e(P J)･ Afterin c u
batio nfor60minut
eS
without glu c o s e, 10m M glu c o se(△
- △)o r10mM gluco
Se
with 20 0p M v er apa mil( ト ●) w er e adde
dJtO the C
ellsl
vc Rr etain ed within the c ells w
asdetermin ed at V ari
ouS
tim e s a sdes cribed in Fig･ 6･ n
= 4･
脳血管内皮細胞に おけ る P糖蛋白
考 察
癌細胞がある種の 抗癌剤に 対 して 耐性 を獲得す ると , 同時に
他の い く つ か の 抗癌剤 に 対 して も耐性 を獲得す る , い わ ゆ る多
剤耐性現象は1970年代 に 発見 され た ･ 1976年Juliano らは エ コ
ル ヒ チ ソ によ り耐性化 した チ ャ イ ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞の
細胞膜に , 耐性獲得前 の 細胞に は み られ な い 分子 量約 170k D
の 膜蛋白の 発現 を認 め , P 糖 蛋白 と名付け た
6)
･ 1 9 8 1年
Tsur u oら は , ピ ン ク リ ス チ ソ 耐性 の 培養白血病細胞 P 388/
V C Rに 対して カ ル シ ウ ム 括抗剤である ベ ラ パ ミ ル を 投与す る
と, ビン ク リス チ ン の 細胞外 へ の 排出が 阻害 され るた め ビ ン ク
リス テ ン 耐性を克服 で きる こ とを 報告 した1 引. そ の 後 , ジ ル チ
ア ゼ ムや ニ カ ル ジ ピ ソ な どの カ ル シ ウ ム 括抗剤25), ト リ フ ロ ベ
ラジン な どの カ ル モ ジ ュ リ ソ 阻害剤狗 , キ ニ ジ ン 抑 , サ イ ク ロ ス
ボリ ソ A
28)
, お よび あ る種 の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン
胡 即 )な どもー 同
様に多剤耐性を克服す る作用 を持 つ こ とが 報告され て きた . 一




, Ro nin s o nら
33)に よ り, そ れ ぞれ 耐性化 した チ ャ イ
ニ ー ズ ハ ム ス タ ー 卵巣細胞や ヒ ト上 咽頭癌 KB 細胞か ら ク ロ ー
ニ ン グされた . mdrl とそ の CD N A34)の 構造を解析す る こ と に
より, P糖蛋白は1280の ア ミ ノ 酸残基 よ りな り, 前半部と後半
部と は類似の 構造 を示す こ と , それぞれ に 1 ケ所ず つ A T P結
合部位がある こ と , お よび 膜を12 回貫通 し , 膜の 外側 に 糖鎖結
合部位を持つ こ と な ど
35)36) が 明 らか に さ れ た .
Kartn erら
18)




ほ ! そ れ ぞ れ
C219, M R K 16,JS B-1 とい うP糖蛋白 に 対す るモ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体を作製 した . これ ら を用 い た免疫組織化学的検索13)14)や ,
ノ ー ザ ソ ハ イ プ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ る m R N Aの 検出1
2) に よ
り, P糖蛋白 は 耐性化腫瘍細胞ばか り で ほな く正 常覿織 に も発
現して い る こ とが わ か っ た . すな わ ち , 副腎 , 腎 , 肝 , 膵 , 結
腸な どlユ) の み な らず , 脳と 華丸 の 毛細 血管内皮細胞に も特異的
にP糖蛋白の 発現が認め られ た14). 脳 と 畢丸 ほ い ずれ も関門機
構の 存在する器官で ある こ と よ り, P糖蛋白 の 発現と開門機構
との 関連が示唆 され た . 菅原 らは , M RK 16 を用い て ヒ ト 脳の
毛細血管内皮細胞に お ける P糖蛋白の 発現を電子顕微鏡に よ り
調べ , そ の 内腔側細胞膜 に P糖蛋白が発現 して い る こ と を報告
したき8). しか し, 脳 毛細血 管内皮細胞 に お ける P糖蛋白 の 機能
に つ い て は ユ ニれ ま で 検索が な され て い な い .
脳毛細血管内皮細胞の 培養に つ い て ほ , 1978年 に Pa n ula ら
がラ ッ トで 試み て39)以 来 , い く つ か の 報告 が な さ れ て い る .
Bow m a nらは1983年に ウ シ 脳 よ り多量 の 毛細 血管内皮細胞 を
取り出し培養 した と こ ろ , 細胞間に は 密着帯 が形成 され る こ と
を報告した48). ま た , Audus らは , ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ M ゼ
やγ - ダル ク ミ ル ト ラ ン ス ペ プ チ ダ ー ゼ な どの 脳毛細血管内皮
細胞に特異的な酵素活性が培養下 に お い て も保たれ てい る こ と
を報告した16)
. しか し, 生 体内に お い て 毛細血管内皮細胞を支
持し様々 な抑制を行 っ て い ると推定 され て い る星状 馴田胞が な
い培養下の 状態で ほ , 密着帯の 形成は 不 十分であり脳毛細血管
に特異的な蛋白の 発現は少な い と言わ れ て い る
41ト 43)
. しか しな
がら, 初代培養条件下 の 内皮細胞 は , 脳 よ り分離 した 毛細血管
内皮細胞に 比 べ て生育能力が高く 1 しか も細胞膜 の 極性を維持
Lて内陸側が表面を向くな どの 利 点が あ り22)44), 血 液 脳関門の
輸送モ デ ル と して 有用 で ある.
本研究に お い て も, ウ シ 脳切片 の 免疫艶織化学的検索 で は ,
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P糖蛋白の 発現 は毛細血管内皮細胞の 内腱側の 細胞膜に 強く認
め られ た が , 培養細胞で は そ の 発現は 弱か っ た . しか し , 免疫
電願 で は 血 管内脛側に 相当する細胞膜 に 局在 して お り , 脳艇織
に お ける所見と 一 致 した . さ ら に , ビ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み
実験 に お い て も M R K1 6に よ る P糖蛋白の 阻害効果 が現われ て
い た こ と よ り , モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体の 対象 とな る P糖蛋白が存
在する こ とほ 明 らか で ある . 一 方 , ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ
で は , 陽性 コ ン ト ロ ー ル と して用い た K 562/A D Mの P糖蛋白
の バ ン ドが分子量約 170kDの 位置に 認め られ た の に 対 し , ウ
シ 脳 の 毛 細 血 管 内皮細胞 の P 糖蛋白 の バ ン ド は 分 子 量約
1 30k Dの 位置に 存在 して い た . これ ほ , P糖蛋白の 分子量ほ臓
器や動物種に よ り異な っ て お り45 卜 48】, た とえ ば, ウ シ 副腎の P
糖蛋白は ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ソ グ で は分 子 量約 1 30k D付近
に バ ン ドが認め られ ると 報告 されて い る4T) こ と に 対応すると 考
え られ る.
白血 病の 細胞株である P 388 や 上咽頭痛の 細胞株である K B
な どに ビ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ソ な どの 抗癌剤を用い
て 耐性を誘導 した細胞株に お い て , カ ル シ ウ ム 括抗剤や カ ル モ
ジ ュ リ ン 阻害剤な どを用 い る と よ 抗癌剤 の 細胞内濃度が高 ま
り , 抗癌剤が効果を発揮 した とい う報告は従来 よ り数多くな さ
れ て い る
15)25卜 30)
. 本研究に おい て ほ , 正 常脳 毛細血管内皮細胞
に お い て も同様 に , 種 々 の 薬剤に よ る P糖蛋白 に 対する阻害効
果が認め られ た . た と えば , カ ル シ ウ ム 抵抗剤 で ある ベ ラ バ ミ
ル を用 い た取 り込み 実験に お い て , ビン ク リ ス チ ソ の 細胞内取
り込み ほ有意に 増加 した . これ は , ベ ラ バ ミ ル が ビ ン ク リ ス チ
ン と 括抗 して P糖蛋白に よ り細胞外 へ 排出 された た め に , 紳胎
内の ピ ン ク リ ス チ ソ 濃度 が 相対的に 高 ま っ た た め と 推定 され
た . ま た , A T Pの 阻害剤で ある ア ジ化ナ ト リ ウ ム , ジ ニ ト ロ
フ ェ ノ 【 ル を 用 い た ブ ドウ糖無添加の 取 り込み実験に お い て ,
ビ ン ク リ ス チ ン の 細胞内取 り込み が増加 した が , こ れ は A T P
依存性の P糖蛋白 の 薬剤排出作用 が 阻害 され た た めと 推定され
た . ブ ドウ糖の 添加 で ほ細胞内の ビ ン ク リ ス チ ン 濃度が 低下し
た が , これ は ブ ドウ糖に よ り A T P が塵生され P糖蛋白が活性
化 され た結果 , 汲み 出 し機構が克進 した ため と 思われ た .
P糖蛋白 は , 正常の 副腎に お い て も強い 発現が認め られ る こ
と か ら, ス テ ロ イ ドホ ル モ ン の 分泌 と の 関連が 示 唆さ れ て い
る29). 多剤耐惟細胞株や マ ウ ス 妊娠 子宮内膜細胞 を 用 い た 実験
で は , プ ロ ゲ ス テ ロ ン や テ ス ト ス テ ロ ン な どを用 い て も , ビ ン
ク リ ス チ ン や ビ ン ブ ラ ス チ ン の 取 り込み が 増加 して い る
29)30)
Ya ng ら は , P糖蛋白に 対する阻害効果は ス テ ロ イ ドホ ル モ ン
の 疎水性と相関 し, 疎水性 が強い は ど阻害効果も強い こ と を示
した2g). 本研究で は , 初代培養脳毛細血管内皮細胞に おい て も,
プ ロ ゲ ス テ ロ ン と テ ス ト ス テ ロ ン に よ り細胞内の ピ ン ク リ ス チ
ソ の 取 り込 みが 増加 した . 1945年の Prado sらの 報告
掴)以来 , 脳
浮腫 に 対 して はある種の ス テ ロ イ ドホ ル モ ン が 有効 と され て い
る . そ の 作用機序は , 血 液脳関門の 保護 お よび 修復作用 , 細胞
膜 の 透過性先進の 抑制等が考え られ て い る50)
51)が , 依然 明 確な
説 明 はな され て い な い . 本研究 で も , ハ イ ドロ コ ー チ ゾ ン , プ
レ ド ニ ゾ ロ ン , デ キ サ メ サ ゾ ン , ベ タ メ サ ゾ ン な ど悪性脳腫瘍
の 化学療法の 際 に しば しば併用され て い る薬剤は , 比較的疎水
性 が弱く , ビ ン ク リス チ ン の 取 り込み は増加せず, こ れ らの 薬
剤 に は P糖蛋白を介 した抗癌剤の 取 り込み は増強作用 はな い も
の と考え られた .
本研究の 結果か らほ , 月旨溶性が高 い に もか か わ らず , 血 液脳
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関門を 透過 しに く い ピ ン ク リ ス チ ソ や ア ドリ ア マ イ シ ン な どの
薬剤は , 脳毛細 血管内皮細胞 に お い て P糖蛋白 に よ り排出 され
る こ とが 示 唆さ れ た . 今後∴悪性脳腫瘍に 対す る化学療法 に 際
して , カ ル シ ウ ム括抗剤等を併用すれば , 抗癌剤 の 血 液脳開門
に おけ る移行ほ増加す る こ と が 期待 され る . しか し, カ ル シ ウ
ム 括抗剤に ほ 本来, 降圧作用や 血管拡張作用等がある た め , 実
際P糖蛋白に 括抗する ように 大量投与を行う と低 血圧や 不 整脈
をきた した 症例が報告され て い る52)53}の で慎重 を 期す べ き で あ
る . ま た , 脳 毛細血 管内皮細胞の 取 り込み増加に よ り, 抗腫瘍
効果の 増大が期待 され る反面 , 過度の 抗癌剤が 正 常脳組織 に 到
達する こ と に よ る神経毒性が懸念 さ れ る . い ずれ に しろ , 今
後 , 悪性脳腫瘍濫 対 して 化学療法を行 う場合 に は t 脳毛細血 管
内皮細胞 に おけ る P糖茸白の 存在を考慮 に 入 れ る必 要が あ ると
思わ れ る .
結 論
ウ シ 脳よ り精製 した毛細血管内皮細胞の 初代単層培養系に お
ける P糖蛋白の 発現と機能に つ い て , 生化学的, 免疫観織化学
的, な らび に 薬物動態学的に 検討 した .
1 . 生化学的な らび に 免疫覿織化学的に は , ウ シ脳 の 毛細血
管内皮細胞と培養脳毛細血管内皮細胞 の 両者に お い て P糖蛋白
の 発現 が認め られ た . しか し , 培養下で は P糖蛋白の 発現 は比
較的弱か っ た .
2 . 免疫電願的 に は ▲ ウ シ 脳お よ び培養下の い ずれ に お い て
も , P糖蛋白 は毛細血管内皮細胞の 内腔側の 細胞膜に 局在 して
い た .
3 . P糖蛋白 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体 で ある M R K l▲6 を
初代単層培養系 に 加 え ると , 脳毛細血 管内皮細胞 の ビ ン ク リ ス
チ ン の 取 り込み は 有意 に 増加 した .
4 . カ ル シ ウ ム 括抗剤 で ある ベ ラ バ ミ ル や , ス テ ロ イ ドホ ル
モ ン で あ る プ ロ ゲ ス テ ロ ン や テ ス ト ス テ ロ ン な どほ P糖蛋白を
阻害す る作用を待 つ た め , こ れ ら を初代培養系砿 加え る と , 脳
毛細血 管内皮細胞の ビ ン ク リ ス チ ン の 取 り込み ほ 増加 した .
5 . 初代単層培養系に A T Pの 阻害剤を加 え る と , 脳毛細血
管内皮細胞 の ピ ン ク リ ス チ ソ の 取 り込み は 増加 した . そ の 後 ,
ブ ドウ糖添加 に よ り A T P塵生を活性化す ると ビ ン ク リ ス チ ン
の 取り込 み は減少 した が , こ の 効果は ベ ラ バ ミ ル に よ り抑制 さ
れた .
6 . 以上 よ り , P糖蛋白 は , 脳毛細血管内皮細胞に お い て ビ
ン ク リ ス チ ン を 内皮細胞か ら 血 管内腔側 へ 汲み 出す機能 を持
ち , 血 液脳関門機構 に 関与 して い る可 能性 がある .
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Abstract
P-glyc oprotein(P- GP)is a m e mbran eglyc oprotein kn ow nto be associated withthe m ultidrugresitan ce oftu m or celIs
agaln StChe m otherapy･ Se v era11ines ofevidence indicate thatP
-GP particIPateSin elimin atlng antic an Cer agentS 負
･
Om the
tu m or c ells withthe aidofaden osine triphosphate, a nd thatitsf皿 Ction isinhibited by c alciu m e n try blockers, C alm odulin
inhibitors, SterOidhor m o nes, a ndotherdrugS. A ltho ugh P- GP has als obee nfound in n orm alc api11ary endothelialcellsin 也e
brain andtestis, itsfun ction sti11rem ain s u ncle ar･ In th is study, the e xpression and role of P- GP in bovin ebrain capillary
e ndothelialce11s(B C E C)w ere studied withspeCialrefere n c e t oitsrelationship toblood-brain barrier. By we s te rnblot anly-
sis, P- GP w asdete cted as a m ain band of1 30k D inisolated BCEC･ Byim m
r
un ohistoche micalandim m un Oelectronmicro･
s c opIC eX amin ations, P- GP w as e xpressedatthelu min alside of BCEC･ lnprl m ary-C ulturedBCEC, P-GP w asdetected diト
fuselyin the cytoplas m whenit wa s stain ed uslng anti-P- G Pm ono clonalantibody M R K16, Which re cognlZe Sa n ePitope of
the extrac ellular reglOn Of the pro tein ･ P- G P, ho we ver, eXhibited gr an ulardistri bu tion when uslng m OnO Clon al an tibody
C219
,
Whichrec ognlZe S an epltOpe Of dle CytOPlas mic reglO n Of theprotein･ Byim m un o elecb
･
O n microsc opy ofprim ary
-Cul･
tu r ed BCEC
,
P- GP w asloc alizedatthelu min al fac e ofthe ce11m e mbra ne･ In akinetic study uslngprlm ary-C ultured bovine
BCEC, Vin cristine uptake sho w eda slgni丘c antincre as eby the addition ofn ot onlythe M R K 16 an tibodybut als othe calcium
enh
･
yb10Cker(V eraPamil) andsteroidhorm ones(progesterone andtestostero n e). Me t abolicinhibitors(S Odiu m azide and 2,4
･
dinitrophen ol) also increased vincristin e uptake in the abse nc e ofgluc ose. W henglu cose w as added, Vin cristine up払ke
decreas ed, prObablydueto activation oftheP
- GP efnu xpu mpas a result
･




gested血atP- GP has animport antrOle as a c o mpon ent of the efnux pu mpat thelumin al m e mbrane ofthe BCEC･
